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V posledních letech se na trhu objevily spektrometry pro měření malých objemů v řádu 
mikrolitrů. Jejich hlavní aplikační oblastí je stanovení proteinů, resp. proteinů a 
nukleových kyselin vedle sebe přímou spektrofotometrií, popř. dalšími spektrálními 
metodami. Jedním z takových přístrojů je i spektrofotometr NanoVue
TM
 Plus (GE 
Healthcare). V práci byla nejprve ověřována použitelnost tohoto přístroje (stabilita) a 
optimalizovány podmínky měření (objem vzorku). Pro stanovení proteinů přímou 
spektrofotometrií byly využity přednastavené programy na tomto přístroji, data byla 
ověřena nezávislým výpočtem. Dále bylo studováno ovlivnění naměřených hodnot 
rozdíly ve složení různých proteinů. Jak ukazují výsledky této diplomové práce, 
nejsprávnějších výsledků se dosahuje s použitím přednastaveného programu E 1%, když 
se potřebná hodnota E 1% zjistí experimentálně. Naopak použití programu Protein UV 
poskytuje výsledky často výrazně odlišné od správných hodnot a projevuje se zde 
vysoká závislost na složení proteinu. 
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Recently, several spectrometers for small volume measurements in order of microliter 
have been introduced. They are primarily intended for protein determination (or 
determination of proteins and nucleic acids in one measurement) by direct 
spectrophotometry or other spectral methods. One of such instruments is the 
NanoVue
TM
 Plus (GE Healthcare). In this work, we first tried to characterize the 
instrument in general terms (stability) and to optimize measurement condititions 
(sample volume). Proteins have been determined by direct spectrophotometry using 
internal programs of the instrument, data were controlled by an independent 
computation. We studied also influence of differences in composition of various 
proteins on the results. According to the results of this Thesis, the most accurate values 
could be obtained using the internal program E 1%, using the E 1% value from an 
experiment. On the other hand, the program Protein UV is producing often inaccurate 
values, strongly infleunced by the protein amino acid composition. 
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Seznam zkratek a symbolů 
 
A – absorbance 
Ã – mediánová hodnota absorbance 
ABSA – absorbance hovězího sérového albuminu 
AL – absorbance lysozymu 
c – koncentrace 
cp – koncentrace proteinu (mg/ml) 
cPU – zdánlivá koncentrace proteinu v pufru (mg/ml) 
cDV – zdánlivá koncentrace proteinu v destilované vodě (mg/ml) 
cT – koncentrace proteinu (teoretická, získaná z navážky) (mg/ml) 
cBK – koncentrace proteinu, získaná experimentálně bez použití korekce pozadí (mg/ml) 
cV – koncentrace proteinu vypočtená s pomocí korekce na obsah vody (mg/ml) 
l – optická dráha, délka absorbujícího prostředí (cm, mm) 
ε – absorpční koeficient (molární), extinční koeficient (mol/g.cm) 
λ – vlnová délka (nm) 
BSA – hovězí sérový albumin 
HSA – lidský sérový albumin 
CBB – Coomassie Brilliant Blue 
SDS – dodecylsíran sodný 
BCA – bicinchoninová kyselina 
pKA – záporný dekadický logaritmus konstanty kyseliny 
BPB – bromfenolová modř 
Tris – tris(hydroxymethyl)aminometan 
EDTA – ethylendiamintetraoctová kyselina 
VSD – výběrová směrodatná odchylka (mg/ml) 
Phe – fenylalanin 
Trp – tryptofan 
Tyr – tyrosin 
Cys – cystein 
XTrp – počet tryptofanových zbytků v molekule 
XTyr – počet tyrosinových zbytků v molekule 
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XCys – počet cysteinových zbytků v molekule 
w/v % - hmotnostně-objemová procenta 
w/w % - hmotnostní procenta 































V klinických a biochemických laboratořích patří stanovení proteinů v různých 
tělních tekutinách k nejčastěji prováděným operacím, protože tento parametr je 
vhodným ukazatelem při zjištění správné funkce organismu nebo funkce jednotlivých 
orgánů.  
 Ve většině případů je v analyzovaném vzorku přítomen více než jeden protein. 
Mohou zde být zastoupeny proteiny s odlišnou strukturou, složením a vlastnostmi. 
Velmi často je důležitou hodnotou souhrnné zastoupení všech proteinů v daném vzorku. 
Stanovujeme-li tuto hodnotu, hovoříme o stanovení „celkového proteinu“. Pro toto 
stanovení nebo stanovení konkrétního proteinu můžeme použít různé metody. Nejčastěji 
jsou používány metody spektrofotometrické. Těmito metodami se dají stanovit i 
jednotlivé proteiny, pokud jsou vhodnou separací rozděleny před vlastním 
spektrofotometrickým měřením. Konkrétní proteiny se ovšem nejčastěji stanovují 
imunochemickými metodami, které jsou založeny na specifické vazbě mezi antigenem a 
protilátkou. V případě enzymů stanovujeme jejich aktivitu pomocí sledování přírůstku 
produktu v čase a to u těch reakcí, které daný enzym katalyzuje. 
 Ve své práci se zaměřím na spektrofotometrické metody stanovení proteinů a to 
především na stanovení prováděná v UV oblasti. Měření budou prováděna na 
spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus, který se na trhu objevil v posledních letech. Je 
určen pro měření v malých objemech (jednotky µl). Cílem bylo ověřit použitelnost 
tohoto přístroje, který je výrobcem doporučován právě pro stanovení proteinů, resp. 
proteinů a nukleových kyselin vedle sebe. Současně se však v různých webových 
diskusích objevují výhrady a kritické připomínky k dosahované reprodukovatelnosti 
měření na instrumentaci tohoto typu. Proto v této práci budou porovnávány dosažené 
výsledky získané pomocí několika, na přístroji již přednastavených, metod. Hodnoty 







1 Přehled literatury 
1.1 Stanovení proteinů 
 
Přítomnost proteinů nebo jejich koncentrace v tělních tekutinách slouží jako  
ukazatel správné funkce organismu nebo jednotlivých orgánů [1]. Například snížená 
koncentrace albuminu v séru může být způsobena onemocněním nebo poškozením jater 
či ledvin [2]. Naopak zvýšená hladina albuminu v moči nad hodnotu 25 mg/l může 
ukazovat na začínající poškození ledvin [2]. Při směsném stanovení všech proteinů 
přítomných ve vzorku hovoříme o stanovení tzv. „celkového proteinu“. Takové 
stanovení se nejčastěji provádí ze vzorků krevního séra nebo plazmy.  
 Jedním z kritérií, jak lze dělit metody stanovení „celkových proteinů“ je to, zda 
jde o metodu „absolutní“ nebo „relativní“. Absolutní metodou rozumíme takový postup, 
při kterém získáme přímo číselnou hodnotu měřené veličiny (celkové množství 
proteinů). Takovou metodou je gravimetrie, kdy se celkové proteiny stanovují zvážením 
odparku nebo sraženiny proteinů [3]. Metoda je použitelná jen pro čisté roztoky 
proteinů.  
Další metody stanovení proteinů patří mezi relativní metody, kdy se pro 
stanovení koncentrace využívá porovnání se standardem. Tyto metody vždy více či 
méně závisejí na aminokyselinovém složení stanovovaného proteinu. Při použití 
standardu ale nesmíme zapomínat, že zastoupení jednotlivých proteinů, tedy i 
jednotlivých aminokyselin, v analyzovaném vzorku je odlišné od složení použitého 
standardu. Protože neexistuje žádný univerzální standard, musí být vždy uvedeno, jaký 
protein, popřípadě směs proteinů, byly jako standard použity. Nejčastěji se pro kalibraci 
využívá hovězí sérový albumin, lidský sérový albumin nebo směs albuminu 
s globulinem [4]. Albumin je pro tento účel oblíbený, protože je dominantním 
proteinem krevní plazmy [1]. Například v séru dospělého člověka je albumin přítomen 
v rozmezí 35-50 g/l [2]. Další výhodou je to, že je pro laboratorní účely dostupný ve 
vysoké čistotě a za přijatelnou cenu [5]. Je třeba si uvědomit, že aminokyselinové 
složení sérového albuminu je v některých aspektech dosti odlišné od průměrného 
složení proteinů (viz Tab. 1.1). Při stanovení proteinů pak může vzniknout chyba, která 
je způsobena odlišností standardu od stanovované bílkoviny. Protože v zásadě platí, že 
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ve směsi proteinů se jejich složení „průměruje“, zvyšuje se často odchylka stanovení při 
analýze roztoku obsahujícího pouze jeden protein, kdy se mohou výrazněji projevit 
individuální rozdíly [3]. 
 
1.1.1 Sérový albumin 
 
Již bylo řečeno, hovězí a lidský sérový albumin patří mezi proteiny, které jsou  
velice často používané jako standard při stanovení proteinů [4]. Současně však jde o 
protein, jehož aminokyselinové složení se dosti výrazně liší od složení „průměrného 
proteinu“. Bohužel se tyto rozdíly v zastoupení jednotlivých aminokyselin týkají také 
aminokyselin, které se uplatňují jak v přímých tak na nepřímých metodách stanovení 
proteinů. Přehledně jsou tyto rozdíly shrnuty v tabulce 1.1.  
 
 
Tab 1.1    Zastoupení některých významných aminokyselin v BSA, HSA a  
   v „průměrném proteinu“, z práce [2] 
 
Aminokyselina BSA HSA „Průměrný 
protein“ 
Cys 35 35 19 
Tyr 20 18 19 
Phe 27 31 22 
Trp 2 1 6 
 
  
 Další proteiny, které se mohou používat, jako standardy, jsou například α-
laktalbumin, lysozym a vaječný albumin. Jejich složení (zastoupení významných 







Tab 1.2 Zastoupení některých aminokyselin v lysozymu, vaječném albuminu a  
v α-laktalbuminu, z prací [6, 7, 8, 9,10] 
 
Aminokyselina α-laktalbumin Vaječný 
albumin 
Lysozym 
Cys 8 6 8 
Tyr 4 10 3 
Phe 4 20 3 
Trp 4 3 6 
 
 
 Pro posouzení vhodnosti použití jednotlivých standardů je ale důležitější znát 
zastoupení různých aminokyselin, vztažené na hmotnost bílkoviny. Tyto hodnoty 
(získané přepočtem) jsou uvedeny v tabulce 1.3. 
 
 
Tab 1.3 Procentuální zastoupení významných aminokyselin v BSA, HSA, α-
laktalbuminu, lysozymu, vaječném albuminu a v „průměrném proteinu“ 
 
 Cys Tyr Phe Trp 
BSA 6,39 5,46 6,72 0,62 
HSA 6,37 4,90 7,70 0,31 
α-laktalbumin 6,82 5,10 4,65 5,75 
Lysozym 6,78 3,79 3,46 8,55 
Vaječný albumin 1,70 4,23 7,72 1,43 
„průměrný protein“ 3,25 3,25 3,76 1,03 
Uvedené hodnoty jsou v g na 100 g proteinu a byly získány přepočtem z hodnot v tabulkách 1.1 
a 1.2 za použití následujících hodnot relativních molekulových hmotností. (BSA 66411; HSA 
66438; α-laktalbunim 14186; vaječný albumin 42756; lysozym 14314) [2,11].  Hodnoty pro 




1.2 Spektrometrické metody 
 
Spektrometrické metody patří mezi metody optické, které jsou založeny  
na interakci elektromagnetického záření s analyzovanou látkou.  
Konkrétní dělení spektrometrických metod podle různých hledisek je možné 
nalézt v běžné literatuře [12, 13, 14, 15]. Jedním z hledisek dělení spektrometrických 
metod je to, zda při interakci mezi zkoumanou látkou a elektromagnetickým zářením 
dochází nebo nedochází k výměně energie. Mezi metody, při kterých k výměně energie 
nedochází, patří refraktometrie, polarimetrie nebo turbidimetrie. V opačném případě 
může docházet k absorpci nebo emisi záření. 
 Dalším hlediskem pro dělení spektrometrických metod je, zda jsou použity na 
studium atomů nebo molekul. Podle toho rozeznáváme metody atomové 
absorpční/emisní spektrometrie a molekulové absorpční/emisní spektrometrie. Dále lze 
dělit spektrometrické metody podle oblasti použitých vlnových délek záření. V tomto 
případě dělíme spektrometrii například na UV/VIS (ultrafialová a viditelná 
spektrometrie) nebo infračervenou spektrometrii. 
 V této práci se budu zabývat molekulovou absorpční spektrometrií v UV/VIS 
oblasti, kde dochází k absorpci záření o hodnotě vlnových délek v rozmezí 200 – 800 
nm. Jako UV oblast se označuje rozmezí vlnových délek 200 – 380 nm. Podle hodnoty 
vlnové délky absorbovaného záření můžeme identifikovat zkoumanou látku, ale 
identifikace látky jen podle absorpčního spektra v UV/VIS oblasti není obvykle 
jednoznačná. Podle hodnoty absorbance pak můžeme stanovit koncentraci zkoumané 
látky [12,13].  
Při využití spektrofotometrie pro kvantitativní analýzu se používá známý 
Lambert – Beerův zákon, který využívá vztahu mezi absorbancí, koncentrací analytu  
ve vzorku (c), který absorbuje monochromatické záření, a optickou dráhou paprsku  
v absorbujícím prostředí (l), za kterou obvykle dosazujeme délku kyvety: 
 
A= εcl      (1) 
 
Hodnota absorbance závisí dále na absorpčním koeficientu ε, který je charakteristický 
pro danou látku [12, 13, 14, 15]. Látky, které obsahují skupiny schopné absorpce 
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ultrafialového nebo viditelného záření a mají vysokou hodnotu ε, lze stanovovat přímo. 
Naopak látky, které takovou schopnost nemají, nebo mají nízkou hodnotu ε, se musí 
nejprve pomocí chemických reakcí převést na absorbující sloučeniny [12, 13]. Tyto 
metody budou podrobněji popsány v následující části této práce. 
 
1.2.1 Přímé spektrometrické stanovení proteinů 
 
Přímé metody lze definovat jako stanovení, při kterých se využívá určité 
vlastnosti zkoumané látky. K těmto metodám řadíme například spektrofotometrické 
stanovení proteinů v UV oblasti, kde měříme absorbanci peptidové vazby nebo 
absorbanci aromatických aminokyselin [3]. Princip tohoto stanovení je možné vysvětlit 




Obr 1.1 Spektrum bílkoviny BSA ve fyziologickém roztoku změřené  
na spektrofotometru NanoVue Plus. (osa x absorbance, osa y vlnová 
délka [nm]), převzato z práce [16] 
 
 
V absorpčním spektru BSA (Obr. 1.1) v UV oblasti pozorujeme dvě absorpční 
maxima. První je v oblasti 200 - 230 nm, kde absorbují především peptidové vazby, a 
druhý se nachází v oblasti 260 -  280 nm, kde absorbují záření aromatické 
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aminokyseliny. Tento pík v oblasti 280 nm je dán především příspěvkem tyrosin a 
tryptofan a v menší míře i fenylalanin [17, 18], a disulfidové vazby cysteinu [17], 
jejichž absorbanci můžeme také zanedbat. Pro většinu proteinů dosahuje absorbance 
roztoku o koncentraci 1g/l  při 280 nm hodnoty okolo 1. U sérového albuminu (HSA i 
BSA) je vzhledem k již zmíněným zvláštnostem v aminokyselinovém složení hodnota 
absorbance nižší, pohybuje se mezi 0,5 – 0,7 [2]. Nižší hodnota je dána tím, že sérový 
albumin obsahuje ve své molekule méně tryptofanu oproti „průměrnému proteinu“ [2].  
Další možnost přímého stanovení poskytuje měření absorbance při nižších 
vlnových délkách, obvykle 205 až 220 nm. Hlavní absorbující skupinou je zde 
peptidová vazba, proto je stanovení méně závislé na aminokyselinovém složení [19].  
O obou těchto postupech je pojednáno podrobněji. 
 
 Měření absorbance při vlnové délce 280 nm 
 
Přímé měření absorbance proteinu při 280 nm je široce používané [20] a lze jím 
stanovit koncentrace proteinu v rozmezí 20 – 3000 µg/ml [17]. Koncentrace proteinu se 
určuje porovnáním naměřené absorbance s připravenou kalibrační křivkou, nebo je 
vypočítána přímo z rovnice: 
 
A = εcl     (1) 
 
Hodnotu ε je možné vypočítat na základě aminokyselinového složení nebo ji lze zjistit  
z literatury [17]. Hodnota tohoto koeficientu také může být stanovena experimentálně, 
pokud známe přesnou koncentraci proteinu. Existuje řada studií, které se zabývaly 
výpočtem extinčního koeficientu [6, 11].  Pro výpočet molárního absorpčního 
koeficientu byla odvozena [11] rovnice:  
 
ε280 = (XTrp)5500+(XTyr)1490+(XCys)125   (2) 
 
kde X značí počet daných aminokyselinových zbytků v příslušném proteinu. Takto 
vypočtený koeficient je dostatečně spolehlivý, obsahuje-li protein tryptofanové zbytky 
[11, 17]. Jak je z uvedené rovnice vidět, hodnota molárního koeficientu je závislá na 
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složení proteinu. Další možností, jak zjistit hodnotu ε, je použití kalkulátorů, které jsou 
přístupné na internetu. Tyto kalkulátory vypočtou hodnotu ε po zadání celé 
aminokyselinové sekvence proteinu [21, 22, 23], nebo po zadání písmenného kódu 
příslušného proteinu [21, 22]. 
Pro praktické použití je obvykle výhodnější korelovat hodnotu absorbance 
s hmotností koncentrací pomocí veličin E1 % (absorbance 1 % roztoku) nebo Ema 
(absorbance roztoku o koncentraci 1 mg/ml). Hodnota Ema může v mezních případech 
nabývat hodnot od 0,32 až do 8,37 ml/mg∙cm v závislosti na aminokyselinovém složení 
proteinu [20], pro orientační měření směsí proteinů lze často použít hodnoty 1,0 
ml/mg∙cm. 
 Metoda stanovení proteinů při vlnové délce 280 nm se často používá [17] a to 
především proto, že se jedná o rychlou, nedestruktivní a jednoduchou metodu [17, 19]. 
Detekční limit (nejnižší hodnota signálu, kterou lze kvantifikovat) této metody je vyšší 
než u kolorimetrických metod [17].  
Nevýhodou této metody je především výrazná závislost na složení proteinu a 
jeho konformaci. Dále existuje řada látek, které toto stanovení ruší [17]. 
Také nukleové kyseliny absorbují záření v oblasti 280 nm, absorpční maximum 
mají při vlnové délce 260 nm [24]. Jejich absorbance je až 10 x vyšší (vztaženo  
na jednotku hmotnosti) než absorbance proteinů při 280 nm [25, 26]. Vliv lze 
eliminovat současným měřením absorbance při 280 nm a 260 nm [17, 24, 25]. Při 
vlnové délce 260 nm je záření absorbováno purinovými a pyrimidinovými bázemi [27] 
a nukleové kyseliny tak mohou být detekovány izolovaně [25].  Lze tak stanovovat 
koncentraci proteinů v přítomnosti nukleových kyselin [17, 25]. Podle dat uvedených 
v práci Christiana a Warburga [26] byla navržena [24] pro stanovení proteinů 
v přítomnosti nukleových kyselin následující rovnice: 
 
 
cp = 1,45*A280 - 0,74*A260    (3) 
 
 
kde cp značí koncentraci proteinu v mg/ml, A280 a A260 jsou hodnoty absorbancí pro 
příslušné vlnové délky. Podle novějších výpočtů jsou data Christiana a Warburga lépe 
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popsána rovnicí [24]:  
 
cp = 1,55*A280 - 0,76*A260     (4) 
 
 
Tato rovnice (označovaná obvykle v literatuře ne zcela přesně jako „stanovení podle 
Christiana a Warburga“) je použitelná až do koncentrace nukleových kyselin 20 % w/v 
[17] a stanovují se jí koncentrace proteinů 200 – 2000 µg/ml [25].  
  
 
 Měření absorbance při vlnové délce 205 nm 
 
Další metodou, jak se dají přímou spektrometrií stanovit proteiny, je měření  
absorbance při 205 nm, které je založeno na absorpci záření peptidovými vazbami [17, 
19, 28]. K absorbanci při 205 nm dále přispívají: tryptofan, fenylalanin, tyrosin, 
histidin, cystein, methionin a arginin, ale jejich příspěvek je v porovnání s absorpcí 
peptidové vazby nízký [19]. Absorpce při 205 nm je také několikanásobně vyšší než při 
vlnové délce 280 nm [17, 28], takže se dají touto metodou stanovit nižší koncentrace 
proteinů, a to v rozmezí 1 – 100 µg/ml [17]. K zjištění koncentrace proteinu ve vzorku 
se používá porovnání s kalibrační přímkou, která je v širším rozsahu, než je tomu při 
280 nm [20]. Nebo se opět použije přímý výpočet (rovnice 1), s tím rozdílem, že se 
použijí hodnoty pro 205 nm. Hodnota Ema se při vlnové délce 205 nm pohybuje 
v rozmezí 30 – 35  ml/mg∙cm [20, 27]. Přesná hodnota může být vypočtena pomocí 
následující rovnice, kterou navrhl Scopes [28]: 
 
Ema  = 27,0 + 120*(A280/A205)    (5) 
 
nebo můžeme využít průměrné hodnoty tohoto koeficientu uváděné v literatuře 31  
ml/mg∙cm [17], pak ale není stanovení koncentrace tak přesné.  
 I tato metoda je jednoduchá, citlivá a rychlá [17, 19]. Při porovnání se 
stanovením při 280 nm není tak silně závislá na aminokyselinovém složení proteinu. 
Nevýhodou omezující použitelnost tohoto postupu v reálných matricích je, že při vlnové 
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délce 205 nm ruší stanovení celá řada látek, například hem [19], EDTA s koncentrací 
nad 0,2mmol/l, SDS s koncentrací nad 0,10 % w/v [17], fosfátový pufr s koncentrací 
nad 50 mmol/l a další pufry [17, 19]. 
1.2.2 Metody založené na vzniku barevného produktu 
 
Principem řady metod pro stanovení proteinů je využití vazby mezi měďnatými 
ionty a NH-skupinou peptidové vazby v silně alkalickém prostředí (biuretová reakce). 
Vzniká červený komplex, který má absorpční maximum v oblasti 540 – 560 nm. 
Zjišťujeme-li koncentraci měřením absorbance tohoto komplexu, jedná se o stanovení 
biuretovou metodou.  
Pro analytické účely je vhodné využít zesílení reakcí s dalšími činidly, např. 
Folinovým činidlem nebo s bicinchoninovou kyselinou. Dosahuje se tak výrazného 
zvýšení citlivosti. O jednotlivých přístupech pojednám podrobněji.  
 
 Stanovení biuretovou metodou 
 
Metoda je založena na vzniku červeného komplexu, jehož absorbance se měří 
asi po 15 minutách při vlnové délce v oblasti 540 – 560 nm [20, 30].  
Biuretovou metodou se dají stanovit koncentrace proteinu v rozsahu 200 – 2000 
µg/ml [25]. Výhodou metody je jednoduchost, rychlost a dostatečná přesnost [25]. 
Metoda je relativně málo citlivá na složení proteinu, jak pokud jde o pozici absorpčního 
maxima, tak pokud jde o hodnotu absorpčního koeficientu [30].  
 Interferenci při měření způsobují především amonné ionty a dále pak ionty 
sodné, sulfáty, siřičitany nebo metanol, pokud je jejich koncentrace ve vzorku vyšší než 
2 % [29]. Stanovení dále ruší například glukosa a jiné látky, které způsobují redukci 
měďnatých iontů [31], jako již zmíněné amonné ionty. 
 
 Lowryho metoda 
 
Tato metoda se skládá ze dvou kroků. Prvním krokem je již zmíněná biuretová  
reakce, kdy proteiny reagují s měďnatými ionty v alkalickém prostředí, a poté následuje 
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reakce s Folinovým činidlem (roztok kyseliny fosfomolybdenové a kyseliny 
fosfowolframové). Aminokyseliny tyrosin a tryptofan, které jsou obsaženy v proteinech, 
způsobí redukci Folinova činidla a tím dochází ke vzniku modře zbarveného produktu, 
který má absorpční maximum při vlnové délce 750 nm. Absorbance se měří po 30 a 
více minutách [25, 32]. 
Lowryho metoda je dostatečně citlivá pro stanovení koncentrace proteinů 
v rozmezí 5 – 250 µg/ml [25, 32], což znamená, že zmíněnou modifikací biuretové 
reakce (přidáním Folinova činidla) dochází ke zvýšení citlivosti stanovení o více než  
jeden řád. 
Nevýhodou metody je skutečnost, že stanovení ruší celá řada látek. Interferenci 
mohou způsobovat například síran amonný, glycin, fenoly, močovina, kyselina 
trichloroctová, aceton a další látky [32]. Látky jako Tris nebo etanol způsobují 
výraznější interferenci, kdy dochází ke zvýšení zdánlivé koncentrace celkového 
proteinu o více než 20 % [31]. Další nevýhodou metody podle Lowryho je velice 
výrazná závislost intenzity zbarvení vzniklého komplexu na aminokyselinovém složení 
proteinu [32].  
 
 Stanovení proteinů pomocí bicinchoninové kyseliny 
 
Dalším možností modifikace biuretové metody je reakce produktu s kyselinou  
bicinchoninovou, kdy po redukci měďnatého iontu na měďný iont proteinem vzniká 
červeně zabarvený komplex této kyseliny s měďnými ionty [18]. Po 30 minutách stání 
se měří absorbance vzniklého komplexu při vlnové délce 562 nm [33, 34]. 
 Metodou se dají stanovit koncentrace proteinů v rozmezí 4 – 400 µl/ml [25], 
takže touto modifikací biuretové reakce, podobně jako u Lowryho metody, dochází  
ke zvýšení citlivosti stanovení o více než jeden řád.  
 Při použití této metody způsobují interferenci především redukující látky, 
cystein nebo cukry, a také chelatační činidla, jakým je EDTA [34, 35]. Stanovení 
proteinů pomocí bicinchoninové kyseliny je v současnosti často používané, stejně jako 
stanovení proteinů Lowryho metodou, protože se jedná o jednoduchý postup a přitom je 
metoda dostatečně citlivá. Vzniklé zabarvení roztoku je stabilní [35] a příprava 
reakčního roztoku je jednoduchá.   
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1.2.3 Metody založené na vzniku komplexu barvivo – protein 
 
Principem těchto metod je vazba barviva na protein za vzniku barevného  
komplexu protein-barvivo, jehož absorpční spektrum se liší od spektra volného barviva. 
Podrobněji se zmíním o dvou častěji používaných postupech.  
 
 Metoda podle Bradfordové 
 
Základem této metody je použití barviva Coomassie Briliant Blue G-250. Volné  
barvivo má absorpční maximum při vlnové délce 465 nm. Reakcí s proteiny za 
laboratorní teploty poměrně rychle vzniká komplex barvivo-protein, který má intenzivní 
modré zabarvení [36, 37], absorpční maximum se posunuje k hodnotě 595 nm [25, 36]. 
Touto metodou lze stanovit proteiny a polypeptidy, které mají relativní 
molekulovou hmotnost vyšší než 3000 [36]. Na aminokyseliny a polypeptidy s nižší 
molekulovou hmotností se barvivo CBB neváže a nedochází ke vzniku komplexu 
protein-barvivo [31].  
Metoda je vysoce citlivá a využitelná pro stanovení koncentrace v rozmezí 1 – 
100 µg/ml [38]. V porovnání s Lowryho metodou nebo se stanovením pomocí BCA je 
tedy třikrát až čtyřikrát citlivější. Také při měření albuminu a řady globulárních proteinů 
je tato metoda velmi citlivá [18].   
Interferenci zde způsobují především detergenty jako SDS [37]. Metoda je 
závislá na aminokyselinovém složení, vyšší odpověď poskytuje barvivo CBB G-250 
s proteiny, které obsahují více bazických a aromatických aminokyselin [39], což má za 
následek různou odpověď v závislosti na složení proteinu. Volné aminokyseliny a 
cukry, které způsobují interferenci u Lowryho metody, toto stanovení neruší [36]. Při 
dalším porovnání s Lowryho metodou je toto stanovení rychlejší a jednodušší [38].  
 
 Metody založené na proteinové chybě pH indikátoru 
 
Principem těchto metod je barevná změna roztoku, ke které dojde po navázání  
indikátoru na protein (vznik komplexu barvivo-protein). Při tom dochází k narušení 
rovnováhy mezi kyselou a bazickou formou pH indikátoru a tedy ke změně pKa barviva 
22 
 
v důsledku jeho navázání na protein [40]. Lopperová a Martin při své práci použili jako 
barvivo neutrální červeň a fenolovou červeň [41]. Barvivo bromfenolovou modř (BPB) 
pak ve svých pracích použili Free a kolektiv [42] nebo Wei a kolektiv [43].  
Například při použití barviva BPB dochází ke vzniku komplexu, který se 
vyznačuje výrazným absorpčním maximem při vlnové délce 610 nm. Vztah mezi 
absorbancí a koncentrací je téměř lineární v rozsahu 10 – 80 µg proteinu a absorbance 
se může měřit prakticky okamžitě, na rozdíl od Lowryho metody, a je stálá po dobu 8 
hodin [44].  
Další barvivo, které se může při stanovení použít, je bromkresolová zeleň, kdy 
dochází k nárůstu absorbance při 628 nm a vztah mezi absorbancí a koncentrací 
proteinu je lineární až do koncentrace 60 g/l [45].  
Všechny tyto metody jsou rychlé, jednoduché a spolehlivé, navíc mají málo 
interferencí. V porovnání s Lowryho metodou nebo stanovením podle Bradfordové 
může být ve vzorku přítomen fenol nebo SDS v koncentracích, ve kterých by při těchto 
stanoveních způsobovaly silné interference [44].  
1.3 Spektrofotometry pro měření malých objemů vzorků 
 
V posledních letech se na trhu začaly objevovat spektrofotometry, které jsou  
schopné měřit malé objemy vzorků (jednotky µl). Takovéto přístroje nacházejí 
uplatnění v biochemických laboratořích. Mezi ně patří například spektrofotometr 
Genova Nano – výrobce Jenway [46], Colibri – výrobce Titertek Berthold [47], 
NanoDrop – výrobce Thermo Scientific [48], NanoPhotometer Pearl – výrobce Implen 
[48] nebo NanoVue
TM
 Plus – výrobce GE Healthcare [49]. Většina spektrofotometrů 
měřících malé objemy vzorků má již přednastavené metody pro stanovení nukleových 
kyselin a proteinů. Jedním z těchto přístrojů je například spektrofotometr NanoVue
TM
 
Plus, který byl použit při vypracování této diplomové práce. Protože se jedná o poměrně 
nový přístroj na trhu, jsou dostupné pouze informace uváděné v uživatelské příručce 




1.3.1 Spektrofotometr NanoVueTM Plus 
 
Všechny uvedené informace o přístroji NanoVue Plus byly získány  




 Plus je přístroj, u kterého se nanáší vzorek okolo  
2 µl na hydrofobní destičku.  
Protože se dají na přístroji nastavit dvě hodnoty optické dráhy (0,5 mm a 0,2 
mm), mohou se měřit roztoky s vyšší koncentrací proteinu, než je možné na obvyklých 
spektrofotometrech, kde je délka absorbujícího prostředí (optická dráha) dána délkou 
použité kyvety (obvykle 2 až 10 mm). Ze stejného důvodu ale není možné měřit nižší 
koncentrace, protože naměřená absorbance by byla příliš nízká, ne-li nulová. Přístroj 
sám po prvním změření vzorku automaticky nastaví optickou dráhu v závislosti na 
naměřené hodnotě absorbance. Pokud by byla absorbance vyšší než 1,7, použije 
optickou dráhu 0,2 mm.  
Přístroj je vynulován až poté, co je splněna podmínka, že u dvou po sobě 
následujících měřeních srovnávacího vzorku se nesmí hodnoty naměřených absorbancí 
lišit o více než 0,02 A.  
Již výše bylo napsáno, že v přístroji jsou naprogramovány metody pro stanovení 
proteinů a nukleových kyselin.    
Přednastavené programy využívají ke zjištění koncentrace proteinů měření 
absorbance v ultrafialové a viditelné oblasti světla. Jsou zde programy pro stanovení 
pomocí BCA, podle Bradfordové, podle Lowryho a stanovení biuretovou reakcí. Ve své 
práci se zaměřuji na přímé spektrometrické metody, tedy na programy založené na 
absorbanci v UV oblasti. Jsou to programy Protein UV, program BSA, program 
Christian-Warburg, E 1% a Mass Extinction. Všechny tyto programy byly použity 








 Program Protein UV a Christian-Warburg 
 
Koncentrace proteinu je v těchto programech vypočtena podle stejné rovnice: 
 
c (mg/ml) = 1,55*A280 – 0,76*A260   (6) 
 
Rozdíl mezi metodou Protein UV a Christian-Warburg je, že u metody Protein UV se 
dají nastavit jiné hodnoty než 1,55 a 0,76.  
 
 Program BSA a E 1% 
 
Koncentrace proteinu je u těchto dvou programů vypočtena podle rovnice: 
 
 c (µg/ml) = (A280*10000)/E1%     (7) 
 
kde E1% je extinční koeficient, který je v případě programu BSA přednastaven  
na hodnotu 6,7 a u programu E 1% se dá nastavit. Hodnotu koeficientu lze zjistit 
experimentálně. Odpovídá totiž absorbanci 1 % w/w roztoku naměřené při vlnové délce 
280 nm a délce absorbujícího prostředí 1 cm. 
 
 Program Mass extinction 
 
U tohoto programu je koncentrace proteinu vypočtena podle rovnice: 
 
c (µg/ml) = (A280*1000)/Ema     (8) 
 
kde výrobcem zvolená zkratka Ema označuje hmotnostní extinční koeficient, jehož 
hodnota se dá zjistit experimentálně. Odpovídá absorbanci roztoku o koncentraci  
1 mg/ml naměřené při 280 nm při délce absorbujícího prostředí 1 cm. 
  
 Nevýhodou tohoto přístroje je, že se zde nedají měřit vzorky obsahující příliš 
těkavá rozpouštědla a vzorky příliš nízkých koncentrací. Je nutné, aby kapka vzorku 
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nanášená na plochu pro vzorek nezpůsobila poškození této destičky. Takové poškození 
může způsobit například 2 mol/l roztok NaOH nebo HCl při kontaktu delším než 2 
minuty. Také je důležité, aby nanášená kapka měla „dobrý tvar“ a nedocházelo 































2 Experimentální část 
2.1 Použité chemikálie a přístroje 
 
Hovězí sérový albumin (frakce V) – Merck, Německo 
Lidský sérový albumin – Imuna, SR 
α-Laktalbumin – Sigma-Aldrich, USA 
Lysozym – Sigma-Aldrich, USA 
Vaječný albumin – Lachema, ČR 
Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát p. a. – Penta, ČR 
Dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát p. a. – Lachema, ČR 
Propan-2-ol – Lachema, ČR 
 
pH-metr – HI 2211 pH/ORP Meter, HANNA Instruments 
NanoVue
TM
 Plus Spectrophotometr, GE Healthcare 
UV-VIS spektrofotometr s diodovým polem Hewlett-Packard 8453E, Hewlett-
Packard 
Ubrousky Kimtech, Kimberly-Clark 
 
2.2 Příprava zásobních roztoků 
 
Fosforečnanový pufr 0,1 mol/l o pH 7,5 byl připraven smísením 38 ml 0,2 mol/l 
roztoku dihydrogenfosforečnanu sodného se 162 ml 0,2 mol/l roztoku 
hydrogenfosforečnanu disodného a doplněním destilovanou vodou do celkového 
objemu 400 ml [18]. 
Zásobní roztok hovězího sérového albuminu o přibližné koncentraci 50 g/l byl 
připraven navážením 50,92 mg hovězího sérového albuminu a jeho rozpuštěním v 1 ml 
0,1 mol/l fosforečnanového pufru pH 7,5. Stejným způsobem byly připraveny i zásobní 
roztoky lidského sérového albuminu, α-laktalbuminu, lysozymu a zásobní roztok 
vaječného albuminu o přibližné koncentraci 10 g/l. Lidského sérového albuminu bylo 
naváženo 12,74 mg, α-laktalbuminu bylo naváženo 10,53 mg, lysozymu bylo naváženo 
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11,06 mg a vaječného albuminu bylo naváženo 10,45 mg. 
S takto připravenými zásobními roztoky bylo dále pracováno při přípravě 
měřených roztoků. 
2.3 Postup práce 
2.3.1 Měření a zpracování získaných dat 
 
Měření byla prováděna na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus a UV-VIS  
spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E s diodovým polem. Přesná nastavení přístrojů 
jsou uváděna u jednotlivých postupů práce. Data naměřená na přístroji NanoVue
TM
 Plus 
byla zapsána a následně zpracována v programu Microsoft Office Excel 2010. Data 
naměřená na spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E byla uložena ve formátu CSV a 
následně byla zpracována v programu Microsoft Office Excel 2010. 




 Plus byl použit program pro měření při několika 
vlnových délkách (Multiwavelength). Vlnové délky byly nastaveny na hodnoty 260, 
280, 400, 500 a 600 nm. Optická dráha (Pathlength) byla nastavena na 0,5 mm. Přístroj 
byl vynulován a vzorek byl 10x změřen bez zvednutí horního krytu. Destilovaná voda 
byla použita jako blank i jako vzorek. Poté byla plocha pro vzorek i horní kryt otřeny 
ubrouskem. Přístroj byl znovu vynulován a byl nanesen nový vzorek. Po jeho změření 
byl horní kryt zvednut a nanesený vzorek byl odstraněn. Měření vzorku se zvednutím 
krytu a otřením obou ploch ubrouskem a novým nanesením vzorku bylo provedeno 10x. 
Tyto postupy byly provedeny nejprve s destilovanou vodou použitou jako blank i jako 
vzorek a poté s roztokem fosforečnanového pufru o pH 7,5, který byl použit také jako 
blank a posléze jako vzorek. V případě obou použitých roztoků byly postupně při 
měřeních nanášeny vzorky o objemu 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 a 5 µl. Vzorky byly nanášeny 
na plochu pro vzorek pomocí pipety. 
 Pro zjištění „stability nuly“ byly použity programy Christian-Warburg,  
program BSA, program Mass extinction, program E1% a program Protein UV.  
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U programu Mass extinction a programu E1% byly nastaveny hodnoty extinčních 
koeficientů, které byly nejprve experimentálně zjištěny. U všech použitých programů 
byly nastaveny hodnoty optické dráhy (Pathlength) automatické, ředící faktor (Dilution 
Factor) 1, korekce pozadí (Background) zapnuta a jednotky koncentrace byly nastaveny 
na mg/ml. Vzorky byly nanášeny pomocí pipety na plochu pro vzorek, dávkovaný 
objem byl 4,5 µl.  
U vybraných programů bylo měření provedeno s destilovanou vodou a roztokem 
fosforečnanového pufru pH 7,5. Oba roztoky byly použity jako blank pro vynulování a 
poté jako vzorek pro měření koncentrace. Pokaždé bylo provedeno 10 měření. Mezi 
jednotlivými měřeními byla plocha pro vzorek a horní kryt otřeny. Vždy při změně 
programu byly plochy čištěny propan-2-olem a poté byly omyty destilovanou vodou. 
2.3.3 Roztoky hovězího sérového albuminu 
 
Do označených plastových mikrozkumavek byly připraveny roztoky  
o různých koncentracích BSA o celkovém objemu 250 µl, obsahujících příslušné 
množství 0,1 mol/l fosfátového pufru o pH 7,5 a zásobního roztoku BSA o koncentraci 
50,92 mg/ml. Byly připraveny roztoky BSA s koncentrací 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1; 1,5; 2; 3; 
4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 15; 20; 25 a 30 mg/ml. Po napipetování daných objemů byly 
jednotlivé roztoky důkladně promíchány. 
 Takto připravené roztoky byly měřeny na spektrofotometru  NanoVue
TM
 Plus za 
použití přednastavených a uložených programů. Byly použity programy Protein UV a 
Protein A280. V programu Protein A280 byly použity programy Christian-Warburg, 
program BSA s již nastaveným extinčním koeficientem (E 1%) 6,7, program Mass 
extinction a program E1%. U programů Mass extinction a E1% byly nastaveny 
hodnoty hmotnostního extinčního koeficientu 0,704 a hodnoty extinčního koeficientu 
(E1%) 6,16, které byly zjištěny experimentálně (viz postup 2.3.6 a 2.3.7).  
U všech použitých programů byly nastaveny následující parametry: optická 
dráha – automatická; ředící faktor – 1; korekce pozadí – zapnuta a jednotky koncentrace 
byly nastaveny na mg/ml.  
Vzorky byly nanášeny pomocí pipety na plochu pro vzorek. Nanášený objem byl 
4,5 µl. Jako blank byl použit roztok fosforečnanového pufru o pH 7,5. Spektrofotometr 
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byl vždy po šesti měřeních vynulován. Po každém měření byla plocha pro vzorky a 
horní kryt otřeny ubrouskem. Dále byla plocha pro vzorky čištěna propan-2-olem a 
destilovanou vodou a to vždy po šesti měřeních. 
2.3.4 Měření dalších roztoků proteinů 
 
Do označených plastových mikrozkumavek byly připraveny roztoky HSA,  
vaječného albuminu, α-laktalbuminu a lysozymu o koncentracích 5 mg/ml, 3 mg/ml a  
1 mg/ml. Roztoky byly připraveny smísením příslušných množství 0,1 mol/l roztoku 
fosforečnanového pufru o pH 7,5 a zásobních roztoků daných proteinů. Po napipetování 
daných objemů byly jednotlivé roztoky důkladně promíchány. Připravené roztoky 
proteinů byly měřeny na spektrometru NanoVue
TM
 plus za použití programu Protein 
UV a programu E 1%, u obou programů byly nastaveny následující parametry: optická 
dráha – automatická; ředící faktor – 1; korekce pozadí – zapnuta a jednotky koncentrace 
byly nastaveny na mg/ml. Hodnoty koeficientu E1%, které byly zadávány pro jednotlivé 
proteiny, jsou uvedeny v tabulce 3.3 na str. 40. Při měření byl použit jako srovnávací 
roztok fosfátový pufr, objem nanášených vzorků byl 4,5 µl. Po každém měření byla 
plocha pro vzorky a horní kryt otřeny ubrouskem. Dále byla plocha pro vzorky čištěna 
propan-2-olem a destilovanou vodou.   
2.3.5 Měření spektra proteinů 
  
Byla změřena absorpční spektra proteinů (BSA, HSA, α-laktalbuminu, 
vaječného albuminu a lysozymu) o koncentraci 1 mg/ml. Jako blank byl použit 
fosfátový pufr. Měření bylo provedeno na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus a na 
spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E.  
Na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus byl použit program pro měření celého 
spektra (Wavescan), byla měřena absorbance v rozmezí vlnových délek 200 – 400 nm a 
optická dráha byla nastavena na 0,5 mm. Nanášený objem roztoků byl 4,5 µl. 
Na spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E bylo nastaveno rozmezí vlnových 
délek 200 – 400 nm, integrační čas 5 sekund a interval 1 nm. Měření bylo prováděno 
v křemenných kyvetách. 
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2.3.6 Stanovení hmotnostního extinčního koeficientu  
 
Pro zjištění hmotnostního extinčního koeficientu byl použit roztok BSA  
o koncentraci 1 mg/ml. Na přístroji NanoVue
TM
 Plus byl použit program pro měření při 
jedné vlnové délce (program Single wavelength), byla nastavena vlnová délka 280 nm a 
optická dráha byla 0,5 mm. Na plochu pro vzorek byl nanášen objem 4,5 µl roztoku. 
Bylo provedeno 5 měření. Mezi jednotlivými měřeními byla plocha pro vzorky a horní 
kryt otřeny ubrouskem. Získané hodnoty absorbance při 280 nm byly vynásobeny 20 a 
byl vypočten průměr těchto hodnot. Takto získaná hodnota extinčního koeficientu pak 
byla dále použita pro měření v program Mass extinction. Jako blank byl použit roztok 
fosforečnanového pufru o pH 7,5. 
2.3.7 Stanovení extinčního koeficientu E1% 
 
Pro zjištění hodnot extinčních koeficientů E1% byly použity 1 % w/w  roztoky  
příslušných proteinů. Byly použity následující proteiny: BSA, HSA, vaječný albumin, 
lysozym a α-laktalbumin. Roztoky byly připraveny navážením příslušného množství 
daného proteinu a roztoku fosforečnanového pufru pH 7,5. 
Na přístroji NanoVue
TM
 Plus byl použit program pro měření při jedné vlnové 
délce. Hodnota vlnové délky byla nastavena na 280 nm a optická dráha 0,5 mm.  
Na plochu pro vzorek bylo nanášeno 4,5 µl roztoku. Jako blank byl použit roztok 
fosforečnanového pufru o pH 7,5. Bylo provedeno 5 měření a mezi jednotlivými 
měřeními byla plocha pro vzorek a horní kryt otřeny ubrouskem. Získané hodnoty 
absorbancí při vlnové délce 280 nm byly vynásobeny 20 a byla vypočtena jejich 
průměrná hodnota. Takto získané hodnoty extinčních koeficientů byly poté použity při 
měření v programu E1%. 
2.3.8 Stabilita hodnoty absorbance v čase 
 
Byl použit roztok hovězího sérového albuminu o koncentraci 1 mg/ml.  
Na přístroji NanoVue
TM
 Plus byla použita aplikace Multiwavelength. Vlnové délky 
byly nastaveny na hodnoty λ1 260 nm a λ2 280 nm, hodnota optické dráhy (Pathlength) 
byla nastavena na 0,5 mm. Byl nanesen objem 4,5 µl na plochu pro vzorky, jako blank 
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byl použit roztok fosforečnanového pufru pH 7,5. Hodnoty A260 a A280 byly měřeny 
v čase 0; 5; 10; 20; 30 a 40 minut. V čase 0 minut bylo provedeno první změření 
absorbance. 
2.3.9 Sušení proteinů – zjištění množství obsažené vody v proteinu 
 
Na zvážené a označené alobalové mističky byla navážena příslušná množství  
proteinů, které byly sušeny po dobu 4 hodin při teplotě 105 °C. Po této době sušení by 
se už neměla dále měnit hmotnost proteinu dalším sušením, mělo by být dosaženo 
konstantní hmotnosti [52]. Po vychladnutí byly proteiny zváženy. Pro každý protein 
(BSA, HSA, lysozym, vaječný albumin, α-laktalbumin) bylo stanovení provedeno 2x. 





















3 Výsledky a diskuze 
3.1 Technické parametry 
3.1.1 Určení vhodného objemu nanášeného vzorku 
 
V první části experimentu byl hledán vhodný objem pro dávkování vzorku. 
Výrobcem přístroje je doporučováno  rozmezí hodnot od 2 µl do 5 µl. Při tomto měření 
byla používána destilovaná voda a roztok fosforečnanového pufru pH 7,5.  
Ze získaných hodnot (pro každý objem 10 měření) byl vypočten medián a 
výběrová směrodatná odchylka.  
V první části měření byla použita destilovaná voda. Mediánové hodnoty 
naměřených absorbancí dosahovaly hodnot od 0,004 do -0,004. Pouze v případě 
nanášení vyšších objemů dosahovaly hodnoty absorbancí až -0,009. Výběrové 
směrodatné odchylky nepřesáhly hodnotu ± 0,003.   
Protože v dalších částech experimentu je používán roztok hovězího sérového 
albuminu ve fosforečnanovém pufru pH 7,5, byla stejná měření provedena i s roztokem 
tohoto pufru. Získané hodnoty (medián absorbance při různých vlnových délkách, Ã) 
pro různé objemy vzorků jsou znázorněny v tabulce 3.1. 
 
Tab 3.1 Hodnoty absorbance, při zvolených vlnových délkách, pro dané objemy 
0,1 mol/l fosforečnanového pufru o pH 7,5 
 
Objem v µl Ã260 Ã 280 Ã 400 Ã 500 Ã 600 
2 0,425 0,392 0,258 0,209 0,186 
2,5 0,000 0,001 0,002 0,001 0,002 
3 0,000 0,000 0,001 0,002 0,002 
3,5 -0,004 0,000 -0,002 -0,002 -0,002 
4 -0,004 -0,003 -0,002 -0,002 -0,002 
4,5 -0,001 -0,001 -0,001 0,000 0,001 





Jak je z hodnot v tabulce 3.1 vidět, hodnoty absorbance (medián absorbance, Ã) 
při nanášení objemu vzorku 2 µl jsou výrazně odlišné od hodnot pro ostatní použité 
objemy. Při nanesení vzorku fosforečnanového pufru o objemu 2 µl na plochu pro 
vzorek a přiklopením horního krytu došlo k tomu, že nanesený vzorek nevyplnil 
vzniklou mezeru (0,5 mm) a vznikla tam vzduchová mezera. Paprsek světla procházel 
měřeným roztokem a vzduchovou mezerou. Tím byla výrazně ovlivněna hodnota 
naměřené absorbance. Výběrová směrodatná odchylka při použití objemu 2 µl 





Obr 3.1 Výsledky získané při měření vybraných objemů 0,1 mol/l fosfátového 
pufru o pH 7,5 při pěti vlnových délkách 
• označuje objem 2,5 µl; ○ označuje objem 3 µl; □ označuje objem 4,5 µl 
 
Hodnoty absorbancí pro ostatní nanášené objemy pufru, se nijak výrazně  
neodchylují od nulové hodnoty absorbance. Jejich absorbance (medián absorbance, Ã) 
se neliší od nulové hodnoty o více než ± 0,004. Hodnoty výběrových směrodatných 












hodnotu ± 0,004 a u objemů 4,5 µl a 5 µl nepřesáhly hodnotu ± 0,002. Na obrázku 3.1 
jsou pak znázorněny hodnoty absorbancí pro nanášené objemy, které se nejvíce blížily 
nulové hodnotě. 
Při zjištění přesnosti vlastního spektrometrického měření, při nanesení a měření 
pufru, nepřesáhla výběrová směrodatná odchylka hodnotu 0,001 u nanášených objemů 
2,5 – 5 µl. Zjištění přesnosti vlastního spektrofotometrického měření nebylo prováděno 
pro objem 2 µl. 
 Z hodnot, které byly získány při těchto měřeních, byl vybrán objem 4,5 µl jako 
objem, který bude používán v dalších prováděných měřeních. Tento objem byl vybrán 
proto, že hodnoty absorbancí, které byly naměřeny při nanášení objemu 4,5 µl, byly 
nejblíže nulové hodnotě absorbance. 
3.1.2 Změny hodnoty absorbance v čase 
 
Při měření na přístroji NanoVue
TM
 Plus bylo nutné zjistit, zda nedochází 
k odpařování vzorku. Proto bylo sledováno, zda a popřípadě jak se změní hodnota 










Obr 3.2 Závislost absorbance roztoku BSA v čase 
○ hodnoty A280, ● hodnoty A260; koncentrace BSA 1 mg/ml 
 
 
 Jak ukazuje průběh křivek na obrázku 3.2, hodnoty absorbance se začínají od 20. 
minuty zvedat. Další výrazný nárůst absorbance v 30. minutě může být způsoben 
odpařováním rozpouštědla a následně změnou koncentrace vzorku. Pravděpodobnější je 
však, že dalším vypařováním vzorku dochází k vytvoření mezery mezi „měřícími 
plochami“. Takto vzniklá vzduchová mezera v prostoru, kde roztok absorbuje 
elektromagnetické záření, vede k vysokému nárůstu absorbance, jak je vidět u hodnot 
absorbancí naměřených při 40 minutě. 
 Změny absorbance do dvacáté minuty jsou srovnatelné s chybou vlastního 
spektrofotometrického měření. 
 

















alespoň odhadnout přesnost měření jako celku a jednotlivých operací, z nichž se měření 
skládá. Pro zjištění přesnosti měření byl použit roztok BSA o koncentraci 1  mg/ml a 
byla měřena absorbance tohoto roztoku při vlnové délce 280 nm. 
 Přesnost vlastního spektrofotometrického měření přístroje NanoVue Plus byla 
zjištěna měřením naneseného vzorku, který byl měřen bez zvednutí horního krytu. Při 
tomto měření byla hodnota směrodatné odchylky 0,024 A, což odpovídá relativní 
směrodatné odchylce 3,53 %. 
Takto zjištěná odchylka ale popisuje pouze vlastní spektrofotometrické měření, 
kdy je měřena stejná „kapka“ vzorku. Pro získání realističtějšího odhadu přesnosti 
spektrofotometrického kroku byly opakovaně nanášeny a měřeny vzorky proteinu. 
Přesnost byla opět charakterizována směrodatnou odchylkou, jejíž hodnota byla  
0,077 A, což odpovídá relativní směrodatné odchylce 11 %.  
 Aby bylo možné odhadnout přesnost celého postupu, a ne pouze vlastního 
spektrofotometrického kroku, byly připraveny tři roztoky BSA a byla proměřena jejich 
absorbance. V tomto případě byla směrodatná odchylka 0,095 A, což odpovídá relativní 
směrodatné odchylce 13,97 %. 
 Z těchto údajů vyplývá, že největší podíl na nepřesnosti měření má operátor. 
3.2 Porovnání spekter lysozymu a BSA získaných na různých 
spektrofotometrech 
 
Byla porovnána spektera roztoků bílkovin (BSA a lysozymu) o teoretické  
koncentraci 1 mg/ml v 0,1 mol/l fosfátovém pufru o pH 7,5, získaných na přístroji 
Nanovou
TM
 Plus a spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E. Na obrázku 3.3 jsou 
znázorněna spektra lysozymu a BSA, která byla naměřena za použití spektrofotometru 
Hewlett-Packard 8453E. Spektra proteinů získaná na přístroji NanoVue
TM
 Plus jsou na 
obrázku 3.4 a 3.5.  Protože byla na přístroji NanoVue Plus nastavena optická dráha na 
hodnotu 0,5 mm, jsou v tabulce 3.2 uvedeny i hodnoty absorbancí vynásobené dvaceti. 








Obr 3.3 Absorpční spektrum lysozymu a BSA 
Spektrum 1 mg/ml lysozymu (- - -) v 0,1 mol/l fosfátovém pufru pH 7,5; plná čára označuje 
spektrum 1mg/ml BSA v 0,1 mol/l fosfátovém pufru pH 7,5. Spektra byla naměřena na přístroji 
Hewlett-Packard 8453E za použití 1 cm křemenné kyvety. 
 
 
 Na obrázku 3.3 pozorujeme, že hodnoty absorbancí při 280 nm jsou pro vybrané 
proteiny (BSA, lysozym) odlišné. Lysozym, který obsahuje více aromatických 
aminokyselin ve své molekule, má hodnoty A280 vyšší než roztok BSA. Hodnoty A280 
pro lysozym jsou příliš vysoké. Chceme-li získat tyto hodnoty (A280), musel by být 
roztok lysozymu zředěn tak, aby absorbance nepřesáhla hodnotu okolo 1,8, abychom se 
nacházeli v oblasti platnosti Lambertova-Beerova zákona, kde platí mezi absorbancí a 
koncentrací roztoku přímá úměra. Na obrázku 3.4 je znázorněno spektrum roztoku 
lysozymu získané na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus. Zde je hodnota absorbance při 
280 nm nižší. To je dáno tím, že délka absorbujícího prostředí není 1 cm jako  
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Obr 3.4 Spektrum lysozymu získané na přístroji NanoVue
TM
 Plus 
Spektrum lysozymu o teoretické koncentraci 1 mg/ml v 0,1 mol/l fosfátovém pufru pH 7,5, 
měřené na přístroji NanoVue
TM
 Plus, optická dráha 0,5 mm, objem nanášeného vzorku 4,5 µl. 
 
 Dále bylo na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus měřeno spektrum roztoku BSA. 
I zde byla délka absorbujícího prostředí pouze 0,5 mm. Proto jsou tady hodnoty 




Obr 3.5 Spektrum BSA získané na přístroji NanoVue
TM
 Plus 
Spektrum BSA o teoretické koncentraci 1 mg/ml v 0,1 mol/l fosfátovém pufru pH 7,5, měřené 
na přístroji NanoVue
TM




Na všech spektrech můžeme pozorovat píky v oblasti 205 nm a 280 nm, které 
jsou dány absorbancí peptidových vazeb a absorbancí aromatický aminokyselin. Na 
absorpčním spektru lysozymu (obr 3.4) můžeme vidět u píku v oblasti 205 nm 
„raménko“, u spektra BSA jej nepozorujeme. To je dáno tím, že lysozym obsahuje více 
aromatických aminokyselin než BSA a ty také přispívají k absorbanci v oblasti 
vlnových délek (220 nm). V tabulce 3.2 jsou uvedeny hodnoty absorbancí při 205 a 280 
nm získaných na těchto dvou spektrofotometrech. 
 
 
Tab 3.2 Získané hodnoty A205 a A280 roztoků lysozymu a BSA 





 Plus Hewlett-Packard 8453E 
λ v nm ABSA AL 20xABSA 20xAL ABSA AL 
205 0,808 0,843 16,160 16,860 2,793 3,338 
280 0,033 0,112 0,660 2,240 0,673 2,202 
 
 
 Z dat uvedených v tabulce 3.2 vidíme, že hodnoty A280 získané na přístroji 
NanoVue
TM
 Plus a HP 8453E jsou stejné. To dokazuje, že spektrofotometr měřící malé 
objemy vzorků dává správné výsledky stejně jako spektrofotometr, kde je vzorek měřen 
v kyvetách. Díky tomu, že je délka absorbujícího prostředí pouze 0,5 mm nebo dokonce 
0,2 mm, mohou být na přístroji NanoVue
TM
 Plus měřeny vzorky s mnohem vyšší 
koncentrací, než by bylo možné na přístrojích, kde je vzorek měřen v kyvetách. Naopak 
vzorky s nižší koncentrací se na takovémto přístroji měřit nedají, protože by hodnoty 
absorbancí byly nulové.  Hodnoty A205 již porovnat nelze, protože absorbance naměřená 




3.3 Stanovení proteinů 
3.3.1 Stanovení extinčních koeficientů 
 
Pro měření koncentrace v programech Mass extinction a E 1% bylo nutné zjistit  
hodnoty extinčních koeficientů pro jednotlivé bílkoviny. Hodnota hmotnostního 
extinčního koeficientu (zadávaná do programu Mass extinction) byla zjišťována pouze 
pro roztok BSA. Jeho hodnota byla 0,704 a hodnota výběrové směrodatné odchylky 
byla 0,036. 
 Hodnota extinčního koeficientu (E1%) byla zjišťována pro roztoky BSA, HSA, 
lysozymu, vaječného albuminu a α-laktalbuminu. Hodnoty tohoto koeficientu pro 
jednotlivé proteiny jsou uvedeny v tabulce 3.3.  
 
Tab 3.3 Hodnoty extinčního koeficientu E1% a výběrové směrodatné odchylky  
 
Protein E1% VSD 
BSA 6,16 0,05 
HSA 6,11 0,05 
α-laktalbumin 18,69 0,05 
Lysozym 24,68 0,05 
Vaječný albumin 7,29 0,06 
 
 
3.3.2 Měření koncentrace BSA zvolenými programy – „ověření 
použitelnosti“ 
 
Poté, co byl vybrán objem nanášeného vzorku a byly experimentálně zjištěny 
hodnoty hmotnostního extinčního koeficientu a extinčních koeficientů (E 1%), byla u 
zvolených programů nastavených v přístroji NanoVue
TM
 Plus měřena koncentrace.  
U všech pěti zvolených programů (program Protein UV, BSA, Christian-
Warburg, Mass extincion a program E 1%) pro vzorky destilované vody nepřesáhl 
medián koncentrace hodnotu 0,03 mg/ml a výběrová směrodatná odchylka nepřesáhla 
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hodnotu ± 0,03 mg/ml. Hodnoty získané měřením nulových vzorků jsou uvedeny 
v tabulce 3.4. 
 
Tab 3.4 Koncentrace nulových vzorků a výběrové směrodatné odchylky 
VSD je označení pro výběrovou směrodatnou odchylku, cPU je označení pro zdánlivou  
koncentraci proteinu ve fosfátovém pufru a cDV je označení pro zdánlivou koncentraci proteinu  










Protein UV 0,02 0,01 0,03 0,01 
program BSA 0,01 0,02 0,01 0,02 
Mass extinction 0,00 0,02 0,02 0,01 
Christian-Warburg 0,02 0,02 0,01 0,01 
program E1% 0,03 0,02 0,03 0,03 
 
 
 Jak je z předchozí tabulky vidět, mediány koncentrace pro vzorky obsahující 
pufr nepřesahují hodnotu 0,03 mg/ml a výběrová směrodatná odchylka není vyšší než 
0,02 mg/ml.  
V následující části tohoto měření již byl jako srovnávací roztok použit pufr a 
byly měřeny vzorky s odlišnou koncentrací proteinu. Koncentrace proteinu byly 







Obr 3.6 Výsledky získané při použití programu BSA a Protein UV 
○ koncentrace BSA získaná při použití programu Protein UV; • označuje koncentraci BSA 
získanou při použití programu BSA a přerušovaná čára značí teoretickou koncentraci. 
Teoretická koncentrace BSA (cT) v 0,1 mol/l fosfátovém pufru o pH 7,5 je 0,1; 0,5; 0,7; 1; 1,5; 
2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 15; 20; 25 a 30 mg/ml. 
   
 
Na obrázku 3.6 můžeme porovnat teoretické hodnoty koncentrace BSA 
s hodnotami koncentrací získanými za použití dvou vybraných programů (program 
BSA, Protein UV). Pokud by byly do grafu zaneseny i hodnoty získané programy E1% 
a Mass extinction, podobaly by se hodnotám získaným při použití programu BSA. 
Hodnoty získané programem Christian-Warburg by splynuly s hodnotami získanými 
programem Protein UV. Jak je v grafu vidět, koncentrace získané programem Protein 
UV jsou značně nižší než hodnoty teoretické koncentrace proteinu. Tyto zdánlivě nižší 
hodnoty koncentrace jsou způsobeny tím, že v měřeném proteinu je v porovnání 
s jinými proteiny nižší zastoupení tryptofanu. V porovnání s „průměrným proteinem“ 
obsahuje v molekule pouze 2 tryptofany, zatímco „průměrný protein“ jich má 6 [2].  

















v rozmezí 38,7 – 44,3 %. Tento pokles o přibližně 40 % je tedy způsoben složením BSA 




Obr 3.7  Výsledky získané při použití programu BSA, E1% a Mass extinction 
Plná čára označuje teoretickou koncentraci, ◊ označuje koncentraci získanou při použití  
programu Mass extinction, • označuje hodnoty koncentrací získané při použití programu  
BSA a ○ označuje koncentraci získanou při použití programu E 1%. cT - teoretická koncentrace 
BSA v 0,1 mol/l fosfátovém pufru o pH 7,5. 
 
Na obrázku 3.7 je vidět, že se pro všechny tři metody naměřené koncentrace  
shodují s teoretickou koncentrací proteinu až do koncentrace proteinu 1 mg/ml. Od 
koncentrace 1,5 mg/ml je pak vidět pokles hodnot naměřených koncentrací oproti 
teoretické koncentraci. Rozdíl naměřených hodnot koncentrací pak můžeme pozorovat i 
u roztoků s vyšší koncentrací BSA, znázorněných na obrázku 3.6. Pokles koncentrace 
od teoretické hodnoty se u roztoků s koncentrací 3 – 30 mg/ml pohybuje v rozmezí 10 – 
24 %. 
 Při porovnání hodnot koncentrací získaných při použití programu BSA a 
programu E1%, kde je koncentrace proteinu počítána přístrojem podle stejné rovnice, 














tohoto koeficientu přednastavena na 6,7 a pro program E1% byla zjištěna 
experimentálně (6,16) a posléze vložena do programu. Při porovnání těchto dvou 
programů je z obrázku 3.7 patrné, že lepších výsledků je dosahováno při použití 
experimentálně zjištěného koeficientu. Lepších výsledků také dosahují hodnoty získané 
programem E1% v porovnání s programem Mass extinction, kde byla hodnota 
koeficientu také zjištěna experimentálně.  
Na přístroji je také možnost zapnutí korekce, funkce Backround. Jde o to, že 
přístroj automaticky proměří absorbanci při vlnové délce 320 nm a touto získanou 
hodnotou koriguje hodnoty absorbancí při 260 nm a 280 nm při výpočtu výsledné 
koncentrace. Při porovnání hodnot koncentrací získaných u všech pěti programů 
s použitím korekce a porovnáním s hodnotami koncentrací vypočtených, aniž by byly 
hodnoty naměřených absorbancí korigovány, nebyly nalezeny žádné výrazné odlišnosti 
v mediánových hodnotách koncentrací. U roztoků s vyšší koncentrací proteinu  
(od 6 mg/ml) bylo možno pozorovat nárůst hodnot koncentrací získaných výpočtem bez 
korekce hodnot absorbancí, ale tento nárůst hodnot koncentrací nebyl nijak výrazný. 
Například u teoretické koncentrace 15 mg/ml se zjištěná koncentrace s/bez zapnutí 
korekce lišila o hodnotu 0,37 mg/ml. Dále se také zvýšily hodnoty výběrových 
směrodatných odchylek. Přehled hodnot naměřených a přepočtených koncentrací (bez 
korekce pozadí) pro vybrané koncentrace je uveden v tabulce 3.5.  
 
 
 Tab 3.5 Porovnání naměřených a přepočtených hodnot koncentrací 
 Byla vybrána data získaná při měření v programu BSA, c značí koncentraci naměřenou tímto 
programem při zapnutí korekce. CBK značí koncentraci vypočtenou bez korekce pozadí, cT značí 
teoretickou koncentraci roztoku BSA. VSD označuje výběrovou směrodatnou odchylku. 
 
 
cT v mg/ml c v mg/ml VSD v mg/ml cBK v mg/ml VSD v mg/ml 
3 2,67 0,01 2,69 0,05 
6 5,10 0,12 5,94 0,52 
9 7,84 0,01 8,15 0,32 




3.3.3 Zjištění obsahu vody v lyofilizovaném vzorku proteinu 
 
Proteiny mají na sobě navázané větší či menší množství vody. Koncentrace  
roztoků připravených navážením a jejich rozpuštěním by se nemusela rovnat jejich 
skutečné koncentraci, protože v navážce proteinu už je obsaženo určité množství vody. 
Brodersen a kolektiv [53] ve své práci uvádí, že je voda vázána na hlavní polypeptidový 
řetězec proteinu.  
Jak se změní hmotnost navážených proteinů po jejich sušení (kolik obsahují 
vody) je uvedeno v  tabulce 3.6. Jsou zde v procentech uvedeny průměrné hodnoty 
úbytku hmotnosti pro dané proteiny. 
 
Tab 3.6 Úbytek hmotnosti proteinů 
     
Protein Úbytek hmotnosti v % Výběrová směrodatná 
odchylka 
BSA 5,94 0,13 
HSA 8,58 0,12 
Lysozym 3,38 0,69 
α-laktalbumin 5,42 0,40 




 Podíl vody se pohybuje od 3,4 do 8,6 %. Tyto hodnoty se shodují s hodnotami 
uváděnými Wangem [54], tedy, že podíl vody v lyofilizovaném vzorku proteinu je do 
10 %.   
Po výpočtu, kolik procent vody obsahovala navážka proteinu, byla pro roztoky 
BSA o různých koncentracích (0,1 – 30 mg/ml) vypočtena koncentrace těchto roztoků. 
Na obrázku 3.8 je pak znázorněna tato vypočtená koncentrace roztoků BSA spolu 
s koncentrací naměřenou za použití programu E 1%. Hodnoty koncentrací (naměřených 
a vypočtených) jsou prakticky totožné až do hodnot teoretické koncentrace 10 mg/ml. 
Odlišnost hodnot u roztoků BSA o vyšších koncentracích může být způsobena 
nepřesným pipetováním. Koncentrace naměřená při použití programu E 1% se od takto 
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přepočtených koncentrací roztoků proteinů liší mnohem méně. Z toho plyne, že je 








Obr 3.8 Výsledky získané při použití programu E 1% 
○ vypočtená koncentrace BSA; • označuje koncentraci BSA získanou při použití programu E 
1%. Teoretická koncentrace (cT) BSA v 0,1 mol/l fosfátovém pufru o pH 7,5 je 0,1; 0,5; 0,7; 1; 
1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 15; 20; 25 a 30 mg/ml. 
 
3.3.4 Vliv složení proteinu při měření koncentrace programem E1% 
 
Při měření roztoků BSA o různých koncentracích za použití různých 
přednastavených programů na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus, byl vybrán program  
E 1% a program Protein UV pro měření s dalšími proteiny (HSA, vaječný albumin,  
α-laktalbumin a lysozym). Tyto proteiny obsahují odlišný počet tryptofanových zbytků 
ve své molekule. Měření bylo provedeno s koncentracemi proteinů 1 mg/ml, 3mg/ml a 



















Tab 3.7 Porovnání naměřených a vypočtených hodnot koncentrací proteinů 
c značí naměřené koncentrace proteinů získané při použití programu E 1% a VSD označuje 
výběrovou směrodatnou odchylku těchto naměřených hodnot; cv označuje vypočtenou hodnotu 
koncentrace, která byla získána odečtením hmotnosti vody obsažené v navážce proteinu; cT 





Z tabulky 3.7 vyplývá, že hodnoty naměřených i vypočtených koncentrací pro 
teoretickou koncentraci 1 mg/ml jsou podobné u všech pěti použitých proteinů.  
U teoretických koncentrací 3 mg/ml a 5 mg/ml je vidět nepatrný rozdíl mezi naměřenou 
a vypočtenou koncentrací proteinu. Tyto rozdíly nepřesahují hodnoty intervalů 
spolehlivosti vypočtených pro jednotlivé koncentrace a proteiny. Odlišné hodnoty 
koncentrací jsou srovnatelné s chybou vlastního spektrofotometrického měření. 
Protein cT v mg/ml cv v mg/ml c v mg/ml VSD 
v mg/ml 
BSA 5 4,70 4,43 0,04 
BSA 3 2,82 2,60 0,02 
BSA 1 0,94 0,97 0,01 
HSA 5 4,57 4,66 0,04 
HSA 3 2,74 2,80 0,08 
HSA 1 0,91 0,97 0,02 
Lysozym 5 4,83 4,94 0,04 
Lysozym 3 2,90 2,81 0,03 
Lysozym 1 0,97 0,94 0,01 
Vaj. albumin 5 4,65 4,47 0,07 
Vaj. albumin 3 2,79 2,67 0,02 
Vaj. albumin 1 0,93 0,91 0,01 
α-laktalbumin 5 4,73 4,73 0,02 
α-laktalbumin 3 2,84 3,00 0,05 
α-laktalbumin 1 0,95 0,97 0,01 
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 Ze zjištěných výsledků je patrné, že při měření koncentrace proteinů v programu 
E 1% nemá odlišné aminokyselinové složení proteinu vliv na toto stanovení 
koncentrace. Odlišnost aminokyselinového složení proteinu by toto stanovení 
koncentrace ovlivnila, pokud by nebyly pro jednotlivé proteiny zjištěny, experimentálně 
nebo z literatury, příslušné hodnoty extinčních koeficientů, které jsou pro různé proteiny 
odlišné (viz tabulka 3.3). V případě, že by pro všechny proteiny byla použita stejná 
hodnota extinčního koeficientu, mělo by aminokyselinové složení proteinu vliv na 
správnost stanovení koncentrace pomocí programu E1%. 




 Jak je vidět v tabulce 3.8, pokud je použit pro zjištění koncentrace proteinu ve 
vzorku program Protein UV, dostaneme hodnoty koncentrací, které jsou odlišné od 
vypočtené hodnoty koncentrace proteinů. U roztoků proteinů, které obsahují malé 
množství aromatických kyselin (především tryptofanu), tedy roztoků BSA, HSA a 
vaječného albuminu byly naměřené hodnoty koncentrací zdánlivě nižší. Tento pokles 
hodnot koncentrací bylo možno pozorovat u všech koncentrací (1 – 5 mg/ml). V případě 
vzorků obsahujících BSA můžeme pozorovat rozdíl mezi vypočtenou a naměřenou 
koncentrací proteinu okolo 35%. U roztoků obsahující HSA je rozdíl těchto hodnot 
průměrně o 40 % a u roztoků s vaječným albuminem pozorujeme rozdíl okolo 27%.  
Největší rozdíl byl tedy pozorován u roztoků proteinu s nejnižším počtem 
tryptofanových zbytků ve své molekule (HSA). Naopak nejnižší rozdíl mezi hodnotami 
koncentrací vidíme u vaječného albuminu, který má z těchto uvedených proteinů (HSA, 
BSA a vaječný albumin) nejvíce tryptofanových zbytku ve své molekule. 
 Pokud jde o proteiny s vysokým obsahem tryptofanových zbytků (lysozym a α-
laktalbumin) jejich naměřené koncentrace převyšovaly hodnoty vypočtených 
koncentrací. I zde bylo možné pozorovat závislost mezi obsahem tryptofanových zbytků 
a velikostí chyby. U roztoků obsahujících lysozym, který má nejvíce tryptofanových 
zbytků, byly naměřené koncentrace průměrně 2,5 krát vyšší než vypočtená koncentrace. 
Roztoky obsahující α-laktalbumin měly naměřenou koncentraci dvakrát vyšší, než byla 
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hodnota vypočtené koncentrace.  
 Na základě těchto výsledků lze konstatovat, že při stanovení koncentrace 
proteinů programem Protein UV, má aminokyselinové složení (zastoupení 
aromatických aminokyselin) velký vliv na správnost zjištěné hodnoty koncentrace.  
 
 
Tab 3.8 Vypočtené a naměřené hodnoty koncentrací proteinů při použití 
programu Protein UV 
cv označuje vypočtenou koncentraci proteinu, která byla získána odečtením hmotnosti vody 
obsažené v navážce proteinu, c značí koncentraci získanou při použití programu Protein UV a 




Protein cT v mg/ml cv v mg/ml c v mg/ml VSD v mg/ml 
BSA 5 4,70 2,96 0,02 
BSA 3 2,82 1,84 0,03 
BSA 1 0,94 0,60 0,02 
HSA 5 4,57 2,95 0,03 
HSA 3 2,74 1,67 0,05 
HSA 1 0,91 0,49 0,01 
Lysozym 5 4,83 13,11 0,05 
Lysozym 3 2,90 7,31 0,07 
Lysozym 1 0,97 2,30 0,02 
Vaj. albumin 5 4,65 3,50 0,10 
Vaj. albumin 3 2,79 2,02 0,00 
Vaj. albumin 1 0,93 0,65 0,02 
α-laktalbumin 5 4,73 9,80 0,11 
α-laktalbumin 3 2,84 5,83 0,03 
α-laktalbumin 1 0,95 1,91 0,03 
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3.4 Ověření výpočty 
3.4.1 Srovnání vypočtených hodnot molárního absorpčního koeficientu 
 
Hodnotu molárního absorpčního koeficientu můžeme získat výpočtem z rovnice 
2 (str. 16) nebo pomocí webových kalkulátorů. Hodnota molárního absorpčního 
koeficientu proteinu BSA vypočtená podle rovnice 2 je 45 175 mol/g.cm. V případě 
použití webového kalkulátoru [22] je hodnota tohoto koeficientu 41 180 mol/g.cm. 
Výsledky se liší, protože pro výpočet byly použity rovnice s odlišnými číselnými 
koeficienty. Obě rovnice jsou uvedeny níže.  
 
ε280=(XTrp)5500+(XTyr)1490+(XCys)125    (2) 
ε280=(XTrp)5690+(XTyr)1280+(XCys)120    (9)     
 
V obou případech X označuje počet příslušných aminokyselinových zbytků v molekule 
proteinu.  Při použití jiného webového kalkulátoru [21] byla hodnota molárního 
absorpčního koeficientu sekretovaného proteinu 42 988 mol/g.cm a hodnota pro 
cytosolární protein byla 40 800 mol/g.cm. U tohoto webového kalkulátoru není 
uvedeno, podle jakých rovnic jsou hodnoty koeficientů vypočteny. Dosazením počtu 
příslušných aminokyselinových zbytků do rovnic 2 a 9 bylo prokázáno, že ani jedna 
z těchto rovnic nebyla tímto kalkulátorem použita. Třetí uváděný kalkulátor nemohl být 
využit, protože v současné době již není dostupný. 
3.4.2 Význam číselných koeficientů pro stanovení proteinů dle „Christiana-
Warburga“ 
 
Programy Protein UV a Christian-Warburg používají pro výpočet koncentrace 
proteinu rovnici 6 (str. 24). Jak již bylo řečeno, tato rovnice je navržena podle dat 
získaných z práce Christiana a Warburga. Na základě stejných dat byla navržena také 
rovnice 3 (str. 17), s rozdílnými hodnotami číselných koeficientů (1,45 a 0,74). 
Z  hodnot absorbancí naměřených v této práci (A280 a A260 ) pro různé koncentrace 
proteinu BSA byly vypočteny pomocí obou rovnic koncentrace proteinu. Takto získané 
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hodnoty byly navzájem porovnány mezi sebou a s navážkami (viz tab. 3. 9).  
  
Tab 3.9 Vypočtené hodnoty koncentrací proteinu BSA za použití různých rovnic 
cT označuje teoretickou koncentraci proteinu vypočtenou z navážky, c1 označuje koncentraci 
proteinu vypočtenou podle rovnice c = 1,55*A280 – 0,76*A260 a c2 označuje koncentraci proteinu 
vypočtenou podle rovnice c = 1,45*A280 – 0,74*A260, VSD označuje výběrovou směrodatnou 
odchylku daných hodnot 
 
cT v mg/ml c1 v mg/ml VSD v mg/ml c2 v mg/ml VSD v mg/ml 
1 0,60 0,03 0,54 0,03 
2 1,30 0,04 1,19 0,03 
5 3,18 0,05 2,91 0,04 
10 6,04 0,04 5,55 0,04 
15 8,87 0,05 8,15 0,05 
20 11,47 0,07 10,79 0,06 
30 17,90 0,10 16,43 0,09 
 
Jak je z dat v tabulce 3.9 patrné, všechny hodnoty koncentrací proteinů získané 
výpočtem z rovnice používané programem Protein UV a programem Christian-
Warburg mají zdánlivě vyšší hodnotu ve srovnání s hodnotami získanými pomocí 
rovnice 3. Hodnoty výběrových směrodatných odchylek jsou při daných koncentracích 
proteinu stejné, nebo pro hodnoty c1 jsou vyšší.  
3.4.3 Vliv složení proteinů na hodnotu „celkové koncentrace“ 
 
 
Rovnice 6 (str. 24) se spíše než k výpočtu koncentrace roztoku čistého proteinu 
používá k výpočtu koncentrace směsi proteinů nebo vzorku obsahujícího protein 
v přítomnosti nukleových kyselin. Pro testování její použitelnosti byly teoreticky 
(výpočtem) modelovány směsi proteinů složených z BSA, HSA, α-laktalbuminu, 
vaječného albuminu a lysozymu v různých poměrech. Při výpočtu koncentrací těchto 
směsí byly použity v této práci změřené hodnoty absorbancí čistých roztoků 
jednotlivých proteinů o koncentraci 1 mg/ml. V následující tabulce je uveden přehled 
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směsných vzorků, které obsahují dané proteiny v určitých poměrech, a příslušné 
vypočtené hodnoty koncentrace. 
 
Tab 3.10 Tabulka koncentrací teoretických směsí proteinů 
c označuje koncentraci získanou výpočtem podle rovnice c = 1,55*A280 – 0,76*A260. Hodnoty 
směsí A280 a A260 byly vypočteny z hodnot absorbancí čistých roztoků příslušných proteinů o 
koncentraci 1 mg/ml. 
 
Směs poměrné zastoupení proteinů c v mg/ml 





1. 2 2 2 2 2 1,08 
2. 9 0,25 0,25 0,25 0,25 0,69 
3. 3 - 3 3 1 1,50 
4. 4 - 2 2 2 1,13 
 
Z výše uvedených hodnot je patrné, že vypočtená koncentrace  směsi č.1, kde 
byly proteiny zastoupeny ve stejném poměru, je nejblíže předpokládané koncentraci 1 
mg/ml. Naopak tomu je u směsi č. 2, ve které je dominantní jedna složka (BSA). 
Z výsledků vyplývá, že pokud směs proteinů obsahuje více proteinu s nižším počtem 
tryptofanových zbytků v molekule, bude i vypočtená hodnota koncentrace nižší než 
jakou předpokládáme. V případě, že ve směsi budou více zastoupeny proteiny s vyšším 
obsahem tryptofanových zbytků, bude i získaná koncentrace nabývat vyšších hodnot. 
Docházíme tedy k závěru, že aminokyselinové složení proteinu, především obsah 
tryptofanu, má vliv na hodnoty naměřených absorbancí a tedy i na hodnoty vypočtených 
koncentrací. 
Pokud pro výpočet koncentrací výše popsaných teoretických směsí proteinů 
použijeme rovnici 7 (str. 24), podle které vypočítává koncentraci přednastavený 
program E 1% v přístroji NanoVue
TM







Tab 3.11   Tabulka s vypočtenou koncentrací teoretických směsí proteinů 
c označuje koncentraci získanou výpočtem podle rovnice c (µg/ml) = (A280*10000)/E1%. 
Hodnoty směsí A280 a E 1% byly vypočteny z hodnot absorbancí čistých roztoků příslušných 
proteinů o koncentraci 1 mg/ml a hodnot E 1% pro čisté roztoky těchto proteinů. 
 
směs poměrné zastoupení proteinů c v mg/ml 





1. 2 2 2 2 2 0,78 
2. 9 0,25 0,25 0,25 0,25 0,99 
3. 3 - 3 3 1 0,80 
4. 4 - 2 2 2 0,82 
 
Hodnoty v tabulce 3.11 ukazují, že nejblíže se předpokládané koncentraci 1 
mg/ml přiblížíme, pokud v teoretické směsi dominuje protein BSA. V ostatních 
případech získáváme hodnoty koncentrací nižší, než je koncentrace předpokládaná. Při 
porovnání hodnot uvedených v tabulce 3.10 a 3.11 vidíme, že použití programu Protein 
UV nebo Christian-Warburg je vhodné spíše pro měření koncentrace proteinů ve směsi 
s dalšími proteiny, kde je zastoupení jednotlivých proteinů přibližně stejné. Nebo, jak 
již bylo řečeno, ve směsi s nukleovými kyselinami. Naopak program E 1% je vhodné 
použít pro zjištění koncentrace roztoků obsahujících čisté proteiny a pro směsi, ve 













Ze získaných výsledků vyplývá, že vhodný objem nanášeného vzorku pro roztoky  
proteinů, které byly v této práci použity, je 4,5 µl.  
Při porovnání hodnot absorbancí získaných na spektrofotometru NanoVue
TM
 Plus a 
spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E byly získány stejné hodnoty absorbancí při 
vlnové délce 280 nm.  
Dále bylo zjištěno, že při měření na spektrofotometru NanaVue
TM
 Plus dochází 
k odpařování vzorku, což má za následek naměření vyšších hodnot absorbancí. 
Experimentálně byly získány hodnoty extinčních koeficientů pro různé proteiny, 
jejichž koncentrace byla měřena přednastavenými programy na přístroji NanoVue
TM
 
Plus. Tímto experimentem se prokázalo, že správných a přesných hodnot je dosahováno 
při použití programu E 1%. Měřením bylo prokázáno, že správnost hodnot získaných 
programem E 1% není ovlivněna aminokyselinovým složením proteinů na rozdíl od 
hodnot získaných programem Protein UV.  
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